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RESUMEN

La radiacion ioni. produce lesi en el ADN, principalmente rupturas de banda
sencilla y doble, asi como dafios diversos en las bases. Estos dafios pueden ser reparados o
procesados por diversos mecanistos controlados por diferentes grupos de genes. Dentro de
estos, los genes rec tienen un papel importante, especialmente en la reparacion de las
rupturas dobles.

FIIRT U T

Ademas de lo anterior los dafios por r la respuesta SOS, un
conjunto de funciones de reparacion y tolerancia al dafio genético que también puede
activarse cuando se interrumpe la duplicacién del ADN. En ambos casos se inicia la
expresion de aproximadamente 20 genes que participan en diferentes funciones celulares
como, la filamentacion, la duplicacion estable, los mecanismos de reparacién por escision y
por recombinacién, la induccién de profagos y el aumento de las tasas de mutacion
esponténea e inducida. El grado de induccion SOS depende de la cantidad y la magmtud del
daiio en ¢l genoma y puede cuantificarse por colorimetria mediante la té
cromoensayo (Cromotest).

Utilizando esta prueba se determino la respuesta SOS producida por la radiacion
ionizante en cepas de Escherichia coli deficientes en genes de recombinacion (rec/ y recQO)
y de proteccion contra oxidacion (oxyR), para establecer su participacion en la proteccion o
reparacion del ADN y por consiguicnte en la sensibilidad a la radiacion.

Los resultados obtenidos en las cepas construidas por ese proposito, indican que los
genes rec/ y recO tiencn un papel importante tanto en la supervivencia celular a] daiio por
radiacion ionizante. como en la generacion de la sefial de induccion necesarias para que se de
la respuesta SOS. En cambio, contrariamente a lo esperado, la deficiencia en oxyR no parece
tener gran relevancia en la supervivencia a la radiacion.

En base a lo anterior se plantea un posible modelo cuya propuesta es que el producto
del gen rec/ colabora con otras exonucleasas como recBCD en la degradacién de las
rupturas dobles transformandolas en regiones de una sola banda y que el de recO desplaza a
la proteina SSB, penmitiendo que el iniciador de SOS, RecA, se adhiera a esas regiones para
degradar al represor LexA y pueda asi comenzar la transcripcion de los demas genes SOS.



INTRODUCCION
1) HISTORIA DE LA RADIOACTIVIDAD.

Los hallazgos de Roentgen sobre los rayos X, de Beequerel sobre el uranio y Pierre y-
Maria Curic con el descubrimiento del polonio y radio, sentaron . Ias bases para el
o de la radioactividad. (Casarett, 1968).

En 1895 Roentgen estudio las descargas eléctricas en un sistema de rayos catédicos
y noté la produccion de fluorescencia en algunas placas de bario adyacentes, Noté que estos
rayos viajan cn linea recta y que atravesaban algunos materiales y otros no, descubriendo los
rayos X. (Casarett, 1968).

Posteriormente, en 1896 Henry Becquerel, estudiando la fluorescencia de sales de
uranio expuestas a rayos solares observé que dichos cristales grecian una placa
fotografica. Mas tarde guardd una pequeiia cantidad de sales en un cajon, sobre otra placa
fotogrifica y al revelarla después observd que se ennegrecio la zona en donde se encontraba
la muestra. Pierre y Marie Curie en 1898 reunicron los resultados de Becquere! y Hegaron a
la conclusién que los rayos de uranio eran caracteristicos para este¢ elemento, descubriendo

la radioactividad natural, (Casarett, 1968).

La radioactividad sc define como la desintegracion espontinea de los atomos de
ciertos elementos, con la emision simultinea de radiacion electromagnética o de particulas
(Casarett, 1968),

TIPOS DE RADIACION

El términio radiacion indica un fendmeno fisico en ¢l cual la energia atraviesa el espacio. -
La radiacién juega un importante papel en los procesos biologicos y en la evolucxon de la
vida en el planeta. De acuerdo a su energia la radiacion puede ser : :

Elcctromagnética : Rayos cosmicos, g ¥yX.
!
/
lonizante
/ \
/ \ C e T
/ Corpuscular ; Particulas alfa, beta, protones -
/ neutrones,: y otros niicleos de &tomos
RADIACION. ; Cal R
\
\
A

No lonizante -« Electromagnéuea' Luz uitrawoleta visnble :
mfmrroja, ondas de radio.



Radiacion lonizante,

Las radiaciones ionizantes son fotones o particulas con energia de unos pocos Kev*
a cientos de Mev**_lo que es suficiente para provocar la “salida de elcctmucs orbnales de
los atomos det material que atraviesa. -

Radiacién lonizante Electromagnétiéa.

La radiacion ioni: electromagnética consiste de paquelcs [ cuantos quc conuencn y
transportan una cantidad discreta de encrgia, que no posecn masa €n reposo ni carga ¢ .
independientemente de su energia, se mucven en el vacio con la velocndad dc Ia uz, (3
10" mvseg), (Casarett, 1968). : SRR

L.a radiacion gama se produce cuando el nicleo alomxco llbera energia para establlw\rsc.

a diferencia de los rayos X que se prod artifici ido particulas 'cargadas

mcxden sobre un blanco apropiado. La radiacion gama y los rayos X Se presentan entre
longitudes de onda de 10" a 10 e, (ngura I)(Casarett 1968)

Rayc;s X

Vlalbla o
Rayos gama A

Infrarrolo | ‘Ondas da fadio
et e

- ;Unmwblolq :

Energia del fbtéh (ev),

Figura 1. Longitudes de onda v de energia de Ia radxacwn electromagneuca
(Casanet 1968) i .

Seg\m la energia de la radiacion y el upo de mxlenal que atravnesa. se pueden
producir los siguientes efectos :

*  Kiloelectronvoltios (Kev)
4% Megaelectronvollios (Mev)



Efecto fotoeléctrico. En este caso, toda ln enn.rgia del r1yo [ fotén sc transf ere aun
electron, sacindolo de su orbita. :

Ffecto Compton se prcscma con fotones de mayor cnergm de tal manera quc pnrte :
de ésta s¢ pierde al ser c\pulsndn un electrén y el resto se dlsrpa cn un foton’ secundnno, con
longitud dc onda mayor :

La producclén de pares ocurre con fotones dc alta i energla que al interaccionar con -
el nucleo dcsaparcccn mmlsnndo smlullancameute un posuron yun clectro Figura 2)'

T L T ot e m a3t ety
¢ . e Tme

H > /:F/

o tdm
T Q = P u"nanerAe W e B
Fotd . : . o
SUE LA R - @-
Efeoto o » i B matr e
rfotaoei4otrico .. Efecto compton -
R Cr.«;,-‘ : T

et Powmitron .

Fotdn incidenta -
T o Eimotron

Producclténrn de pares

Figura 2, Ionizacién del material por radiacién electromagnética (Casarret , 1968).
Radiacién Corpuscular.

Este tipo de radiacion posee masa y energia y aunque su poder de penetracion es
relativamente pequeiio, produce en cambio gran cantidad de ionizaciones al interactuar con
Ia materia.

Las particulas alfa son niicleos de helio constituidos por dos necutrones y dos
protones, 1o que les da una doble carga de caricter positivo (2*). Esto propicia una
atraccion electrostdtica muy marcada hacia los clectrones exteriores de los &tomos a los
que se acercan, provocando entonces que se exciten y cambien de orbital. A lo largo de su
trayectoria, la particula alfa va perdiendo velocidad, al tiempo que aumenta su poder de
ionizacion ya que cada vez va cediendo mayor energia a la materia hasta perderla
totalmente. Esto se observa eu la curva de Bragg. (Figura 3)
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Figura 3. Curva de Bragg (Casacret, §1968).

La radiacion beta consiste de particulas esmitidas por el nicleo que segun su carga se
denominan positrones (carga positiva) 6 negatrones (carga negativa). Su velocidad, similar a-
fa de ta luz, dificulta la interaccion con los clectrones orbitales de los dtomos a los que se
aproximan, por o que su penctracion en lu materia es mayor (Casarett, 1968),

DOSIS

La importancia de la radiacion radica en la energia que Heva y asi, la dosis se
define como la cantidad de energin que se absosbe o deposita al pasar la radiacion por un -
material. : g

UNIDADES DE DOSIS

Para estudiar y entender los efectos de la radiacion ionizante en los sistemas
biolégicos, se han propuesto distintas unidades de radiacion y se han definido términos
necesarios para explicar los cfectos de ésta sobre la materia viva.

Curie (Ci), Es una niedida de actividad. que indica la tasa de decaimiento de un
elemento radiaciivo y su equivalencia es de 3.7 X 10" desintegraciones por minuto. Esta
unidad ya ba sido sustituida por ¢l beequerel (Bq) que se define como el nimero de
transformaciones nucleares que ocurren en una cantidad determinada de material pos unidad
de tiempo. Equivale a 3.7 X 10" Bq por Ci. (Casarett, 1908).



Roentgen (R). Es una unidad de exposicion y se refierc a la cantidad de iones
producidos en el aire por la radiacion electromagnética. Se define como la exposicién'a
rayos gamima o X que producen una unidad de electricidad de cualquier signo en'] cm de
aire seco, Esta unidad s6lo se utiliza para la radiacion electromagnética, (Casarett 1968)

Rad. Esta unidad determina la cantidad de energia que absorbe el material sobre el
que incide la radiacion y equivale a 100 ergios de energia disipados en 1 g del material’
irradiado, sin importar el tipo de radiacion. En la actualidad se substituye al rad por el gray
(Gy) que sc define como la absorcion en 1 Kg de material, de 1 joule de energia'y tiene una
equivalencia de 100 rads. (Casarett, 1968).

Rem. Es una unidad de dosis/equivalencia. ya que una misma dosis de rads tiene
distintos efectos bioldgicos segin el tipo de radiacion. En proteccion radiolégica se toma Ia
dosis absorbida en rads, multiplicada por el LET y por el factor de calidad, especifico para
cada tipo de radiacion. Esta unidad ya se sustituyé por el sicvert (Sv) que se define como la
cantidad de energia necesaria para producir en 0.01 g de material, el mismo grado de dafio
que una radiacion de referencia y equivale a 100 rems. (Casarett, 1968). ;

LET.Es la transferencia lineal de cnergia y se refiere al promedio de energia
depositada por la radiacion en 10 nm. (Casarett, 1968).

EFECTOS BIOLOGICOS POR RADIACION IONIZANTE

Al penetrar la radiacién en la materia interacciona con ésta, produciendo en altima
instancia fenémenos de ionizacion y de excitacion atomica o molecular, que prod la
ruptura de enlaces quimicos alterando las especies quimicas pre y atn pr d
otras nuevas. De lo anterior resultan cambios que afectan a las estructuras celulares, El
efecto que tienc la radiacion ionizante cn el organismo puede ser directo 6 indirecto, el
directo se refiere al daiio que provoca la radiacion al incidir sobre la materia viva. El
indirecto es causado por los productos de la radidlisis del agua, como son los iones (H*,
OH™, H2) y los peroxidos (1:02) que interactiian con el acido desoxirribonucléico ( ADN )
y otras moléculas (Cassaret. 1968. Hurts y Nasim, 1984),

Anel

En consecuencia la radiacion puede afectar a los compouentes celulares asi como al
ADN v son las lesiones en éste las que, si permanecen, tienen consecuencias no sélo en la
célula sino en sus descendientes. Al daiiarse el ADN se pueden producir tres eventos finales
: recuperacion total al dafio. mutaciones y muerte celular. De esta manera se debe de
mantener integra la estructura de la molécula, porque en ella se encuentra la informacién
genética que determina las caracteristicas de la especie y es io que se dupli
fielmente.

et



2) ADN
Estructura de la molécula de ADN,

En . la molécula del ADN se cncuentra la informacion que determina las
caracteristicas metabollcas y estructurales de los seres vivos. El ADN consta de dos largas
d arias en | antiparalela y cada una de ellas es a su vez un
polimero constituido por cuatro unidades diferentes, los nucledtidos. Estos nucleétidos estin
formados por una base nitrogenada, un azicar que es f-1-2-desoxirribosa y un grupo
fosfato, unidos estos dos ultimos por enlaces fosfodiéster. (Howard y Flanders. 1981).

Existen cuatro tipos diferentes de bases nitrogenadas : 2 purinas adenina (A) y

(G) y 2 pirimidinas timina (T) y citosina (C). (Figura 4) Las bases de una y otra
cadena se unen entre si en forma especifica mediante puentes de hidrégeno, asi la adenina se
une con la timina y, la guanina con la citosina. Esta uniéon es fundamental para la
trascripeion, duplics y recombinacion del ADN (Howard y Flanders, 1981; Klug y
Cuminings, 1991). (Figura 4)

()
M\ a0
- Naro
2 I g, Sy
Ve \:n 53] Descemmass
Crosra ot Guanes
"
oo 2o
SO }§?
N Y
Duscrensoss k4
o -

Figura 4, Representacion esquematica de la doble hélice de ADN.
(a) Doble hélice de ADN. (b) Representacion antiparalela de la doble
hélice. (c) Puentes de hidrogeno entre nucledtidos (Klug y Cummings,
1991).
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La informacion del ADN esté determinada por las de bases a lo largo de".
las cadenas, formando palabras de tres letras, denominadas codén, Cada una’corresponde a
algunio - de los . diferentes aminoicidos que “constituyen’: las’ proteinas, producto de la,
transduccxon dcl mensa)c gcneuco (Lehmugcr, 1980)

No obstamc coma puede hnber 64 combinacmnes d:fercmes de bases y. solameme hay 20
aminodcidos  existen” por o’ menos 2 codones diferentes’ para’ ‘cada uno, A“esto se le
denomina codi oclave adn or dund (Lehumger, 1980)

L)

: linﬁbs'él ADN.

‘El 'ADN- ¢s una macromolécula muy estable con alto grado de fidelidad
especial e durante la duplicacién, Sin embargo por su conformacién, estd propensa a
cambios originados por una gran variedad de ag fisicos, quimicos y biologicos del
ambiente, que modifican la informacion genética.( Kushner, 1987).

Por cjemplo, la radiacién de longitud de onda cercana a los 260 nm provoca dailos
conto 1a unidn de dos bases pirimidicas (timinas) adyacentes en la misma cadena, a través de
fa saturacion de los dobles enlaces entre los carbonos 5 y 6, dando por resultado una
estructura en forma de anillo de cuatro carbonos, que se conoce como dimero de pirimidina
(Friedberg, 1985; Kushner, 1987; Klug y Cummings, 1991). (Figura 5)

f\,\
numA j o “"‘"“

[
Chip

N N DIMERO OE TIMINA

HM/\

dimeros (ormndon antre
timidinas adyacentas

Figura S, Formacion de dimeros de timina inducidos po
luz UV (Kiug y Cummings, 1991),
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Daiios al ADN por radiacién lonizante.

Como se menciond anteriosmente, fos efectos de'la’ radmcmn xomznntc sobre el
organismo, pueden ser directos ¢ indirectos, pero en ambos casos consisten en daflos en las
base: y mptura en los enlaces glucosidico y! fosfodxcster (Huns y Nasim, 1984). ’

Aproximadamente ¢l 20 % de los radicnleé OH.'produclo,de lé‘rqdiélisisidel‘agua,
reaccionan con el ADN, produciendo rupturas en los enlaces fosfodiéster que sc trad en
interrupciones en la continuidad de una o ambas cadenas de ln doble hehcc, (Fxgura 6)
(HunsyNas:m, l984) i S )

Figura 6. Reaccion de hidrolisis. Los radicales OH reacci con cualqui
carbono de la desoxirribosa, sustrayendo un itomo de hidrégeno
para formar una molécula de agua (Hurts y Nasim, 1984).

L.as rupturas de dos bandas se producen al romperse simultaneamente sitios opuestos
cn ambas bandas y son menos frecuentes que las rupturas de una sola banda. La frecuencia
de rupturas dobles en relacion con las sencillas es menor al 5% a radiaciones de bajo LET, y
se incrementa a medida que aumenta el LET (Hurts y Nasim, 1984),

f.os dafios a las bases se presentan al reaccionar los radicales hidroxilo, producto de
{a radidlisis del agua con las bases. (Hurts y Nasim, 1984). (Figura 7)
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Figura 7. Daiios a las bases. Los grupos OH atacan a los enfaces §° = 6'de las
bases (Hurts y Nasim', 1984).
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3) MECANISMOS DE CONSERVACION DE LA INFORMACION

Dado que el ADN contiene la informacidn genética, es vital que los organismos
tengan la posibilidad de reparar los dafios que se prod en esta molécula y asi ia
intacta hasta donde sca posible. Para esto sc cucnta con diversos sistemas de proteccion y
reparacion (Sancar y Sancar, 1988), que pueden clasificarse en

Fotorreactivacitn.
/

Mecanismos -

especificos
/ NI W
/ "', Respuesta adaptativa.
/ -

/

1) Mecanismos de eliminacién de? daiio

v #4527 Reparacién por”
[ : escisién de Y
AR - bases (REB).
Ve e

Mecanismos
inespecificos -

- Reparacién por escisién de
" nucléotidos (REN), -

: gpéiacién por Recbmbina§i6n; :

!

2) Mecanismos dg restitucién de Iﬁ infi')l:mhéiﬁ

epalfacién'de_disparidade's' en gi ADN.

R

* 3) Mecanismos de glin!iliagiﬁn y,_iic tquérn"hé_i'a’ al daito ~Sistema SOS.’L S

’?‘5 oxidpiivﬂ. .

4) Mecanismos de protccciéh y re;'mi"ac'lél‘lﬁdel daiio
- * Respuesta al choque térmico.
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Mecanismos especificos de eliminacién del dafio al ADN

Este tipo de mecanismos de reparacion son especificos para un determinado daiio en
el ADN, ya que reconocen solamente ciertas lesiones muy: particulares, Dentro de ‘estos
mecanismos se ticne a la respuesta adaptativa y a la fotorrcnctxvacxon (Allan y Gamer,
1994),

Respuesta Adaptativa

La respuesta adaptativa es un mecanismo que acttia sobre la O-6-alquilguanina, que
es uno de los productos originados por el tratamiento de la célula con agentes alquilantes,
como la metil-nitro-nitrosoguanidina (MNNG). La enzima que repara este tipo de lesiones
es la 0-6-alquilguanina-alquil-transferasa (ATasa), que reconoce como sustratos a la 0-6-
etilguanina o a la 0-6 metilguanina, y transfiere el grupo alquilo en la posiciébn O6 de la
guanina a la cisteina que forman parte de si misma, dando como resultado la eliminacion del
daiio. Una vez caplado ¢l grupo alquilo, se inactiva ln enzmm por lo que cada molécula de
alquilguanina requiere de una molecula de 0-6-al alquil-transferasa. (Fricdberg,
1985; Allan y Garner, 1994).

Fotorreactivacién

La fotorreactivacion es llevada a cabo por una enzima, la ADN-fotoliasa, que elimina
los dimeros de pirimidina producidos por la luz UV de onda corta, por ruptura del anillo
ciclobutano con la absorcion, de un foton de longitud de onda de 260 nm, correspondiente a
la regién azul del espectro visible (Paterson y Gentner, 1984; Myles y Sancar, 1989). Esto
ocurre en dos etapas. Primero se une la enzima al sitio donde s¢ encuentra un dimero y
despiies, al incidir 1a luz de longitud de onda adecuada, se produce la ruptura del anillo de
cuatro carbonos, quedando las dos pirimidinas originales.(Figura 8) (Friedberg, 1985; Myles
y Sancar, 1989; Klug y Cummings, 1991: Allan y Gamer, 1994),

2. Formacken dat Simaero

e SuTEE ety Srbad Gt St Sim— S S \
1 Moltaula de ADN P i Emavt s /B st st st 28

3 Complojo del AUN aon la mnrima fotoilasn

R
D 1 2§

L G AU T R SN VRN U S0 SN SRS NN 1

S. ADN restauade y iber uc(nn 4. AUnorcién da juz (—suo oy
oo e carim.

Figura 8. Reparacién fotoenzimatica (Friedberg, 1985).
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Mecanismos inespecificos de eliminacién del dafio en el ADN

Este tipo de mecanismos se clasifican como mc<pcc1ﬁcos ya que pueden intervenir en
la reparacién de diversos tipos de daiios medi g y climinacion det tramo de ADN
alterado y posterior restitucion del misino a su forma original. Se conocen dos tipos de
reparacion por escision, eliminacionde bases (REB) y climinacion de nucleotidos (REN),

Reparacién por Escision de Bases (REB)

Este proceso se efectta con la participacion de glucosidasas de ADN y
endonucleasas AP, El prinmer paso consiste en la remocion de la base daiiada a través de la
accion de una glucosidasa, que corta la unién N-glucosidica entre azicar y base, originando
un sitio apurinico o apirimidinico (sitio AP), segin la base que se trate, Los sitios AP, que
también pueden formarse por la hidrolisis espontanea de la ligadura N-glucosidica, son
reconocidos por enzimas especificas (endonucleasas AP) que cortan las uniones fosfodiéster
a ambos lados dejando un espacio que puede ser a su vez, extendido por accién de alguna
exonucleasa celular, De esta manera se crea un hueco que posteriormente se rellena por
accion de la polimerasa I del ADN que remplaza a los nucleotidos eliminados tomando
como delo a la cad comp aria. Por dltimo, la ligasa de ADN cataliza Ia
formacion de los enl fosfodiéster tanto del lado 3' como del 5' de la region substituida.
(Kushner, 1987; Myles y Sancar, 1989; Allan y Gamer, 1994)

Reparacién por Escisién de nucleétidos (REN)

E! mecanismo es muy similar al anterior, sélo que en este caso no intervienen

gl id sino un complejo enzimatico que reconoce la lesion, muy probablemente por
las deformaci que a con ia de ésta sc producen en la estructura tridimensional del
ADN.

La reaccion sc efectdia en varias etapas y osta catalizada por el complejo enzimitico
UvrABC. En la primera parte, un dimero de la enzima UvrA. se une de manera inespecifica
al ADN daiiade formando un complejo inestable. En seguida se une la proteina UvrB,
incrementando la estabilidad del complejo ADN-UvrA y la especificidad por el sitio dafiado.
Una vez localizado el daiio, interviene una tercera proteina, UvrC que al unirse al resto
rompe la octava ligadura fosfodiéster en el lado ' del sitio dafiado y la cuarta o quinta del
plado 3'. Este complcjo de tres proteinas, UvrA, UvrB y UvrC penmanece unido al ADN
hasta que por accion de la helicasa 1T del ADN (UvrD) se libera junto con el oligonucledtido
que incluye la region daiiada (Figura 9) (Friedberg, 1985, Sancar y Sancar, 1988, Myles y
Sancar, 1989; Allan y Gamer, 1994). [l espacio libre que queda se flena en forma similar a
la descrita para RED.
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{Kushuner, 1987).

Mecanismos de restituctén o substitucidn de la informacién

Reparacién por Recombinacién,

La recombinacién es el procese por el cual se intercambian fragmentos de ADN
entre cromosomas homologos (Weinstock, 1987). La v binacién se inicia do por
accién de alguna helicasa como RecBCD, la molécula de ADN se abre y empiezan a
separarse las dos cadenas. Al Hlegar a un sitio especifico se¢ corta una de las bandas por
accion exonucleotitica de la misma enzima, dejando asi un extremo 3- OH libre. Este
contintia alargindose a medida que se separan las dos hebras y con la ayuda de otras
enzimas especificas (RecA 7). se traslada hasta donde se encuentra la otra copia de ADN,
uniéndose entonces con la secuencia homologa por la accion de la figasa del ADN, De este
modo cada molécula queda con un tramo de Ia otra. Ll proceso depende de la actividad de fa
proteina RecA (Fig.10) (Howard v Flanders, 1981: Suahl, 1987: Kushner, 1987, Sancar y
Sancar, 1988; Myles y Saucar, 1989; West. 1992). Hay cierto tipo de lesiones que inhiben o
bloguean fa duplicacion de ADN (por ejemplo los dimeros de pirimidina) y cuando la
polimerasa del ADN encuentra este tipo de anomalias cu la hebra que sirve de molde, deja
de insertar nucledtidos y continua con su labor mas adelante. quedando un hueco justo
enfrenie de donde se localiza ¢l dafio; este tipo de dafos pucden ser reparados por
recambinacion, (Figura 10)

17



I l..-r e § N / —
ST O IO jod gyt
D SO o o v s g
Dinero
" iy > Wayt Mt ERM s S SR T LI~ § it At S
TSI
i o SUFBRNUR o i oy puy ot okt wil S S St Wt Pt Bt |
SR v pvm Gl W S - S i et S J ined e ut i ) St b s § I
s oy gl
RNy sy sy e ' 1 LT | S e e o
-~ N
Apertura POQUEIA Prutelng eocA
S e AN o e ok 10 TR W U i i) SO0 Wi

T T T

Diwpuridad
— liijA"Li'
R =
I T e T g
P

g et
Blapurtdad

B L Y N STt SR § r

RO S ([N RO R 0 S Y '8' jJma
R S W e, s PR S0 29 S A o

AN i 00 s g e

1 e e T W~ I
Figura 10, Mecanismo de reparacion por recombinacion (Friedberg , 1985).
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Reparacién de Disparidades en el ADN

Es un sistema de reparacién que elimina los errores que pueden ocurrir durante la
sintesis de ADN. (Modrich, 1991). El sistema esti activo durante el metabolismo normal de
la célula, eliminando las disparidades G-T, A-C, A-A y G-G, para ello se¢ encuentran
implicados los productos de los genes AutH, ML, AfutS (Modrich, 1991),

Autlf se une a la secuencia GATC que se encuentra metilada y va a proporcionar el
substrato para las proteinas MwtS 'y Mutl, AMutS va a proporcionar estabilidad al ADN,
promoviendo la formacion de una estructura de asa en forma de alfa (u-shaped loop) y
Al al parecer participa en la seital de transduccion entre AfurH y AfurS (Myles y Sancar,

1989; Modrich, 1991)
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Mecanismos de eliminacién y tolerancia al dafio
Sistema SOS.

En 19065, investigadores de la Universidad de California que realizaban estudios de
recombinacion genética, aislaron mutantes de Escherichia coli cuyo ADN no efectuaba la
recombinacion y atribuyeron la falla a un gen al que llamaron recA. Mais adelante observaron
que en las células lisogénicas, defectuosas en recd, no se inducia el fago lambda ain cuando
se expusieran a la luz UV, concluyendo que dicho gen era también necesario para la
activacion de algunos profagos (Howard-Flanders, 1984).

Aiios después se llegé al conochiniento de que los mismos mecanismos que inducian
a los fagos en células lisogénicas irradiadas, estimulaban la sintesis de enzimas involucradas
en la reparacion del ADN e interrumpian la duplicacion y division celular, de tal modo que la
célula se alargaba en vez de dividirse; incrementaban Ia tasa de mutacion y estimulaban Ia
sintesis de una proteina conocida en aquel entonces como la proteina X. Parecian ser
reacciones a una situacion de emergencia, asi que en 1975 Radman les di6 cl nombre de
“respuesta SOS" para destacar el hecho de que solo se activaba cuando el dafio en el ADN
cra tal que, al bloquear temporalmente la duplicacion generaban esa situacion de emergencia
en la célula cuya finalidad era la de incrementar la probabilidad de sobrevivir al dafio.

El sistema SOS  se encuentra conformado por aproximadamente 20 genes
involucrados en diferentes procesos celulares. La induccion de este sistema esta controlada
por los productos de los genes recd y lexA de los que a su vez depende la transcripcion del
resto, incluyendo la de ellos mismos.

En condiciones normales ¢l producto de /exA, la proteina LexA actita como represor
de todos los genes SOS, al permanecer unida a una secuencia comiin a todos ellos, los
operadores SOS (Walker, 1987). De esta manera inhibe casi totalmente la transcripcion, sin
embargo, algunos genes se expresan en forma leve y los productos alcanzan niveles
itnportantes para la célula (Walker, 1987).

Las regiones del ADN donde falta uno o mas nucleétidos, es decir tramos de una
sola banda al parecer son suficientes para activar a la proteina RecA. Esta adquiere ademis
de sus funciones normales de recombinacién la de proteasa, actuando como cofactor en la
digestion del represor LexA.

La degradacion de LexA permite que se exprese el resto de los genes v que las
funciones SOS comiencen a manifestarse. Entre los gencs activados estan fexAd y recd
(reguladores del sistema): su/d vy sulB, que inhiben la division celular, mvrd, B, wvrC,
wrlD y recN  responsables de la reparacion. éste ultimo participa en la reparacion de
rupturas dobles: unee 1)y " que permiten la sintesis de ADN, a pesar de las lesiones. lo que
conduce a un aumento en fa frecuencia de mutacion Ademis hay otros genes llamados din
(damage inducible) cuyas funciones todavia no se conocen (Kenyon, 1983: Walker. 1987,
Devoret, 1992). Una ver reparado el dufio se pierde la senal de induccion, RecA regresa a
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sus funci normales, an los niveles de LexA y se reprime todo ¢! sistema, (Figura
11) (Walker, 1987; Myles y Sancar, 1989; Devaret, 1992).

La consecuencia final de SOS ¢s una mayor tolerancia al dafio, aunada sin embargo,
a un aumento general en la frecuencia de mutaciones pero que incrementa la probabilidad de
supervivencia celular,
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Mecanismos de proteccién y ;reparacién? del dafie
Respuesta al Estrés Oxidativo.

Los organismos que utilizan el oxigeno se exponen u los productos que resultan de
Ias reacciones de este elemento durante los procesos nonnales de respiracion. Estos pueden
ser peroxidos principalmente (H202) y diversos radicales como el ion hidroxilo (OH). Estos
pueden a su vez oxidar a diversos componentes del ADN y de la membrana celular, asi
como a las proteinas y los lipidos (Christman et al, 1985; Demple, 1991). El estrés
oxidativo se define conio la condicion en la cual el equilibrio entre la produccién de especies
que reaccionan con el O2 y las defensas antioxidantes se altera, produciéndose
modificaciones o daiios en las funciones celulares (Lafleur y Retel, 1993),

Para hacer fremte a esta situacion, los organismos cuentan con sistemas que
contrarrestan cse  desequilibrio. En algunas bacterias como £. coli o Salmonella
typhimurium se observa una respuesta que se traduce en mayor resistencia a diferentes dosis
de peroxidos, acompaiiada de un aumento en los niveles de diversas proteinas y enzimas
(Christman et al., 1985; Goerlich et al., 1989). El sistema mas conocido es el controlado por
el gen oxyR en 8. typhimurium y E. coli que regula en forma positiva la transcripcién de 9
proteinas (peroxidasas, catalasas, etc) y protege a la célula contra radicales oxidantes
(Christman et al.,198S; Storz et al., 1990).

Respuesta al Choque Térmico.

Es el mecanismo que protege a la célula contra los daiios por un aumento excesivo
en la temperatura. En el hombre y otros organismos se ha observado que al haber un
ascenso en la temperatura, se produce un aumento en la sintesis de proteinas. En £. coli.
existe un importante mecanismo de proteccion (Yura et al., 1993), la respuesta al choque
térmico, controlada por el gen AfpR que es un regulador positivo de 19 genes como rpoD,
que codifica para la subunidad sigma (r) de la polimerasa del ARN (Christman et al, 1985;
Masaaki et al, 1994).

La induccién de este proceso es inmediata al aumento en la temperatura y tarda
desde unos cuantos scgundos hasta 5 minutos, para empezar a declinar aproximadamente a
los 20-30 minutos. (Yura et al.. 1993). Entre las proteinas que participan en la tolerancia a
los aumentos de temperatura estan, Hspl00, Lon, Hsp70, ClpP, y GrpE, cuyas diferentes
actividades son vitales para el mantenimicnto de la bacteria. La Hspl00 permite tolerar
temperaturas extremas, Hsp70 es una proteina inducible al calor, que se requicre para crecer
y moderar las altas temperaturas. Lon presenta actividad de proteasa dependiente de ATP
que degrada a determinadas proteinas como SulA, ClpP participa en la lisis de proteinas
anormales que se forman por ol estrés (Parsell y Lindquist. 1993; Yura et al, 1993),

21



De los sistemas antes descritos, fos dos (timos mas que de reparacion. son de
proteccion y su accion abarca no solamente el genoma sino diversas estructuras cefutures,
Algunos procesos como la fotorreactivacion, SOS o la respuesta adaptativa probablemente
solo actden cuando hay dafio genético. mientras que otros como la reparacion de regiones
dispares intervienen tanto durante la duplicacién det ADN corrigiendo equivocaciones de las
polimerasas como disparidades (heteroduplexes) que aparezcan al terminar el proceso de
reparacion por recombinacion. El que wio u otro actite en un momento dado depende de las
condiciones fisiolégicas de la célula pero también del tipo de lesion presente en el genoma.
Tal es el caso de los dimeros de pirimidina que son eliminados por la reparacion por escision
de nucledtidos o las rupturas en la doble banda del ADN que sdlo por recombinacion pueden
corregirse.
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4) ANTECEDENTES

Utilizando cl bacteriofago u Quillardet y Hofiung (1985) fusi on ¢l gen /acZ dentro
de sulA, pertencciente a la via SOS de E. coli de tal manera que el producto del gen
fusionado, la enzima f-galactosidasa, se sintetizaba entonces junto con los de demis
productos de los genes SOS.

La actividad dc esta enzima se determina agregando un sustrato especifico, que al ser
hidrolizado da un color amarillo cuya intensidad se mide por espectrofotometria a 420 nm de
longitud de onda. Ademis de /aeZ los investigadores introdujeron cambios en el gen de la
fosfatasa alcalina volviéndolo constitutivo para que de esta manera sirviera como indicador
de sintesis de proteinas en general y de supervivencia. La técnica, a la que se le denominé
Cromoensayo (Chromotest), es una prueba colorimétrica sensible al efecto genotdxico de
diversos agentes (Quillardet y Hofnung, 1985).

Posteriormente, éste y otros grupos de trabajo probaron que el cromoensayo detectaba
también ¢l dafio genético provocado por diversos tipos de radiacion ionizante (Quillardet ef
al, 1989; Kozubek et af, 1990) especialmente a dosis altas. Al mismo tiempo Brefia ef af
(1989) encontraron que a dosis menores (2 Gy de radiacion gama) también se lograba
inducir ¢t sistena SOS en forma significativa.

Con ¢l propasito de sensibilizar el método y asi poder detectar dosis de radiacion todavia
mas bajas, s¢ construyeron otras cepas con sensibilidad a dosis basta de | Gy. (Brefa y
Serinent 1991, 1992 y Sermient. 1992). En la actualidad se tienen alg cepas con defectos
en diferentes genes como IN28 (recAloxyR), IN99 (recB, oxyR), OG100 (oxyR), PQ37
(uvrA). Estas diferencias apane de sensibilizar al sistema, permiten ademas estudiar la
importancia de diversos genes de reparacion y recombinacion en la respuesta celular a la
radiacion.

Continuando con esta linea de trabajo, cn el presente estudio se construyerou cepas
deficientes en los genes recO, rec/ v oxyR para detenminar su sensibitidad al efecto letal de
ta radiacion gama asi como el grado de induccion de las funciones SOS y establecer asi su
posible participacion en la reparacion de ADN daiiado por la radiacion ionizante.

23



HIPOTESIS

Los genes de recombinacion rec/ y recO intervienen en procesos de
recombinacion y de reparacion del ADN, mientras que oxyR regula la actividad de
genes que protegen al genoma contra los daiios producidos por oxidaciones. Al
introducir defectos en los genes mencionados se espera obtener cepas con
sensibilidad a radiacion gama distinta de la que tienen las cepas silvestres. De ser
asi, esto ayudara a determinar la importancia de dichos genes en la respuesta celular
al daiio por radiacion.

OBJETIVO GENERAL

Construir y aislar cepas de £. coli sensibles a radiacién ionizante.

ORBJETIVOS PARTICULm

Determinar la sensibilidad a radmclon g'lmm

e cepas’ con deficiencias en
los genes recO, rec/y oxyR. e i

Determinar fa participacion de estos genes en la supervivencia celular.

Determinar la influencia de estos genes en la induccion del sistema SOS a
diversas dosis de radiacion gamma.

De ser posible, plantear un modelo en cuanto a la participacién de dichos
genes en la reparacion del dafio ocasionado al ADN por la radiacion ionizante.
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Las cepas utilizadas a lo largo del lrabzqo se - mestran en Ia tabla 1.
especifican los genes defectuasos en rep.tracmn y recumbumclon, asi como la fusion /ueZ

METODOLOGIA -

que permite medir la actividad SOS,

Sélo se

) TABLA 1

CEPAS" DE E. coli " MARCADORES PROCEDENCIA |
Lo RELEVANTES |

1) .C600 wt R. Appleyard. Pasadena
2) PQ30 suldsunud (AplacZ) *% * P. Quillardet. Paris \1

. 3) PQ37 igual a PQ30 pero wvrd | rfa P. Quillardet. Paris
: S . |
4).0G!100 igual a PQ30 pero oxyR, P. Quillardet. Pads \1
ST btuB \
.5) IN28 igual 8 OG100 pero J. Serment, LN.LN. México| |
e recNuTnl0* * \
~6) IN99 igual s 0G100 pero 1. Serment. LN.LN. México| |
- recBiTnl0 * * i
7) RDK1541 recOi:Tns R. Kaloduer. Boston i
i
8) RDK1450 recJ::Tnl0 R. Kolodner. Boston |
|
9) IN164 igual a OG100 pero Este trabajo
recjisTo 10 % % * |
10) IN237 igual a PQ30 pero

recQ:sTnS * * *

Este trabajo

* Los 4 puntos (:1) indican presencia de 1ransposones (Tn10 o Tn5) de bacteridfagos

e subd M Mud(AP lac?)
i6n para :

#4% Busion del gen recl?, rec/ por transposones Tald o TnS

uvr l oxy R, rech,

paracio odepr

L, rech, reel v reo() son genes

p

o del dafo

Fusion de fuc/ a sull por medio det bacteriofago M/ el cual leva fa

en i de
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CONSTRUCCION DE CEPAS DEFEC’I‘UOSAS EN LOS GENES
rect y recO,

Para la construccién de las nuevas cepas se transfirieron gencs de bacterias donantes
a receptoras mediante el proceditniento de transduccion general por bacteriéfagos.

En E. coli se utilizé el fago P1 (Miller, 1972). Este es un fago litico que tiene la
particularidad de que ain cuando no leve informacion gendtica propia sino unicamente
aquélla de la bacteria en la que crecio, no pierde su capacidad de infectar a otras células.
Se forman asi las llamadas particulas transductantes que ai levar ADN bacteriano comparten
secuencias homélogas que pueden integrarse por r binacion, al g del hosped
bacteriano, trasfiriendose asi caracteres de una linea celular a otra,

El método comenzé con la preparacion de un lisado de fago P1 que crece en las
bacteria a partir de las cuales se quicre obtener material genético para transferir.

PREPARACION DE LISADO DEL FAGO P1.

Se sembro la bacteria donadora en medio Luria-Bertani (liquido), se incubd durante
24 horas. Se tomé 0.6 ml de bacteria y 0.25 ml de una suspension de fago P1 (preparado a
partir de E. coli C600 a concentracién de 4.0 X 10° (pfc)*) por ml Se incubé por 15
minutos y se paso la mezcla a un matraz de 125 ml, conteniendo 10 ml de LB liquido +
0.025 mt de KC1 0.05 M. Se incubd de 3 a 4 horas hasta que ocurra la lisis, es cuando el
liquido sc observa casi totalmente transparente.

Se agrego 0.1 a 0.2 ml de cloroformo y se incubé con agitacién durante 10 minutos,
se centrifigd a 10000 revoluciones por minuto (rpm) a 5° C durante 10 minutos, se colectd
el sobrenadante con una pipeta y se coloco en tubo estéril con tapon de rosca, agregando
una gota de cloroformo como conservador. Se determiné la concentracién de fago por
titulacion en E. coli C600,

[
* Paniculas formadoras de placa,
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TITULACION DEL FAGO PL

Se cultivo E. coli £600 en medio liquido LB, durante 24 horas y se prepararon cajas
con medio LB solido. Sec prepararon tubos de ensayo con 2 ml de medio SM para hacer
diluciones a concenteaciones 1X107, 1X10™, 1X10™, 1X107". 1X107*. Postesiormente se
agregd 0.1 ml de bacteria C600 v 0.1 ml de las diluciones IX107, 1X3107, IX10™ y se
colocaron en bafio multi-block a 377 C. A ¢/u de los tubos se agregd 2.5 ml de agar de
superficie (previamente licuado y a temperatura de 45°C), agitando perfectamente y se vacié
todo en fas cajas con medio LB (solido). Una vez que gelifica se incubaron las cajas a 37° C,
durante 24 horas y posteriormente se realizo el contco de placas de lisis para detenminar la
concentracion de fago por ml.

TECNICA DE RECOMBINACION (TRANSDUCCION).

Se prepard un cultivo de Ja bacteria receptora con el antibidtico adecuada y se
incubéd durante 24 horas. Se prepararon cajas con medio sofido LB selectivo, conteniendo
los antibidticos que seleccionan contra las bacterias donadoras y las receptoras. Se
centrifugd ¢f cultivo de 24 horas a 10000 rpm y s 5° C durante 10 minutos, se tomé ¢l
sobrenad y se resuspendieron las bacterias en solucion MC. Se incubé durante 15
minutos con agitacién constante. Se mezclaron volimenes iguales (0.7 ml) de bacteria y de
fago a diluciones 1X107%, 1X10™, 1X10 ~* y se incubo otros 5 minutos mas. Se sembré 0.1
mi de esta mezcla en ¢/u de Jas cajus y se incubaron de 24 a 48 horas a 37°C. Se examinaron
las cajas, se aislaron las colonias visibles, que son los presuntos transductantes, se sembraron
en medio liquido y se incubaron por 24 hrs. Posteriormente se probd la presencia de los
diferentes marcadores transducidos.

PRUEBA A LA RADIOSENSIBILIDAD 1LY,

Se prepararon cajas de LB (solido) y se marcaron con divisiones para cada bacteria y
para cada dosis. Con un capilar se tomaron alicuotas de los cultives de presuntos
transductantes, se sembraron a lo largo de Ja marca en las cajas y se secaron por
aproximadamente 20 minutos. Se irvadiaron con luz ultravioleta a las dosis seialadas. Una
vez expuestas sc guardaron en cajas de canton para evitar el paso de la luz visible v se
incubaron durante 24 horas. Todo este proceso se efectud bajo luz roja. Se seleccionarou los
transductantes con mayor zona de inhibicion para utilizarse cu las pruchas subsiguientes.
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PRUEBA DE SENSIBILIDAD CON MITOMICINA C.

La mitomicina C ¢s un agente quimico radiomimético, es decir, produce daiios
similares a los de la radiacion. Se prepararon cajas de LB (solido) sin antibidtico y se
marcaron las cajas con 4 divisiones (cada divisién corresponde a una bacteria). A las cajas
se agreg6, por medio de un capilar, mitomicina C (MMC) a 200 pg/ml, en forma transversal
a donde van los cultivos de bacterins y bufler de fosfato 0.01 M como testigo. Se dejaron
secar en la incubadora durante 20 minutos. Al igual que en el caso anterior, se tomaron
alicuotas de los cultivos, se seanbraron a lo largo de la marca en la caja. Se secaron durante
20 minutos y posteriormente fucron incubados durante 24 horas a 37° C. Los transductantes
con mayor zona de inhibicion son los que se utilizaron en las siguientes pruebas ya que esto
es indicio de mayor sensibilidad a la radiacion.

OBTENCION DE COLONIAS AISLADAS.

Se prepararon cajas con LB solido y los antibidticos adecuados y tubos con 2 ml de
buffer de fosfato (0.01 M). Se prepararon diluciones 1X107, 1X10™, 1X107%, a partir del
cultivo usado para las pruebas con UV y MMC. Se sembré 0.1 ml de la dilucién menos
concentrada, en cajas con LB solido y se incubé durante 24 horas.

ENSAYO DE MARCADOR DE FOSFATASA ALCALINA.

En una caja petri se puso un volumen pequefio de solucién de PNPP que es el
substrato de la fosfatasa alcalina y a continuacion se colocé un disco de papel filtro para
humedecerlo con esta solucion. Se tomd el disco y se paso a una de las cajas incubadas 24
horas donde hay colonias aisladas. Transcurridos 5 minwtos se examind el papel y si
aparece color amarillo en los sitios correspondientes a las colonias significa que el marcador
phoC esta presente en Ia bacteria.



ENSAYO CUALITATIVO DE B-GALACTOSIDASA.

Del mismo cultivo usado para todas las prucbas anteriores se tomo 0.08 m! de
bacteria, sc agregd a 4 mi de LB liquido y se incubd a 37° C con agitacion constante hasta
alcanzar la fase de crecimiento logaritmico medio (aproximadamente a las 2 horas), Cuando
esto ocurre la lectura en el espectrofotometro a 600 nm cs de 0.5. Mientras tanto se
prepararon 4 tubos con 1 mi de bacteria cada wno de la siguiente manera : 1) bacteria sola,
2) bacterin + 2 % de lactosa, 3) bacteria + 0.01 ml de mitomicina a 2.7 mg/ml, 4) bacteria +
lactosa (2 %) + 0.01 m} de mitomicina (2.7 mg/mi). Sec incubd con agitacion constante 24
horas y a continuacion se agregd indicador de azul de bromotimol. Si cl patrén de
coloracion concuerda con lo indicado en la Tabla 2 significa que el marcador lacZ estd
asociado al sistema SOS.

TABLA 2 ]
CEPAS BAC. BAC.+ LA BAC. + MMC, [BAC+ LAC+MCC
0Gl0¢ AZUL AZUL AZUL AMARILLO
IN164 AZUL AZUL AZUL AMARILLO
IN237 AZUL AZUL AZUL. AMARILLO
RDK 154 AZUL AZUL AZUL AZUL

BAC. = Bacteria. BAC. + LAC. = Bacteria + lLactosa. BAC. + MMC. =
Bacteria_+ Mitomicina. BAC, + LAC. + MMC. = Bacteria_+ Lactosa + Bacteria.

ENSAYO DE SENSIBILIDAD AL EFECTO LETAL DE LA RADIACION
IONIZANTE.

Se preparé un cultivo liquido de 24 horas con los correspondientes antibioticos, cajas
con LB (solido), tubos de ensayo con fosfato 0.01 M y se colocaron cu refrigeracion, Se
centrifugaron las bacterias a 10000 rpm a 5° C durante 10 rinutos, se tiré el sobrenadante,
se agregd un volumen igual de fostato 0.01 M y se resuspendio el botén de bacterias. Se
prepararon tubos de vidrio con tapon de baquelita (0.5 X 10 cm) y se marcaron para indicar
las diferentes dosis de radiacion. Se agrego a cada tubo 2 mi de suspension de bacterias. Se
irradiaron las bacterias a diferentes dosis de radiacion gamma, utilizando una fuente de
cobalto 60 (los tiempos de irradiacion se calcularon en funcion de la razon de dosis de la
fuente) en Gy / min. Se efectuaron las diluciones de los cultivos irradiados 1X107%, 1X 107,
1X10°“, para cada uno de jos tratamientos ¥ segln la dosis se sembré 0.1 ml de cada
dilucion en las cajas con L.B. Se incubaron durante 24 horas y se contaron las colonias
sobrevivientes. El porcentaje de sobrevivencia se obtuve dividiendo el resultado de las
muestras tratadas entre el del testigo sin radiacion.

29



ENSAYOQ DE SENSIBILIDAD AL EFECTO LETAL DE LA RADIACION
ULTRAVIOQLETA )

Se sembraron bacterias en LB liquido durante 24 horas y se prepararon cajas con LB
(sélido). Se tomaron 0.3 mi de bacteria y se colocaron en un matraz de 125 m! conteniendo
12 mi de L.B liquido. Se incubaron con agitacion constante hasta alcanzar la fase logaritmica
media (Aew = 0.5). Se prepararon tubos de ensayo con 2 m! de PO, 0.01 M para las 4
diluciones. Se centrifugaron las bacterias 2 10000 pm a 5° C durante 10 minutos y se tiré el
sobrenadante. Se agregd un volumen igual de PO, 0.01 M y se resuspendié por medio del
agitador Vortex. A partir de estc momento todo se realizo bajo luz infrarroja. Se tomaron
1.5 mi de bacteria y se colocaron en cajas petri de $ cm de diametro (una por dosis). Se
irradiaren las cajas con luz ultravioleta con agitacion rotatoria y se efectuaron las respectivas
diluciones, segin la dosis se sembré 0.1 mi de bacteria en las cajas con medio de Luria
solido. Una vez sembradas se guardaron en cajas de cartdn para cvitar el paso de la luz
visible, se incubaron durante 24 lioras y se contaron las colonias sobrevivientes. El
porcentaje de sobrevivencia se obtuvo dividiendo e} resultado de las muestras tratadas entre
el del testigo sin radiacion.

CROMOENSAYO
(NDUCCION DE SOS POR RADIACION GAMA)

A partir de un cultivo liquido de 24 horas se sembré 0.3 ml de bacteria en un matraz
de 125 mi conteniendo 12 mi de LB liquido. Se incubo con agitacion constante hasta
alcanzar la fase logaritmica media (Aen = 0.5). Se centrifugaron las bacterias a 10000 rpm a
5° C durante 10 minutos, se tiro ¢l sobrenadante y se agregéd un volumen igual de fosfato
0.01 M para resuspender el botén de bacterias. Se prepararon tubos con tapén de baquelita
(0.5 X 10 cm) y se marcaron para indicar las diferentes dosis de radiacion. A cada tubo se
agregd 2 ml de suspension de bacterias. Se irradiaron las bacterias a diferentes dosis de
radiacion gama, utilizando la fuente de cobalto 60 (los tiempos de irradiacion son en funcién
de la razén de dosis de la fuente). Se tomo una muestra de bacterias irradiadas y se diluyo
1:10 en medio LB liquido, se incubd 2 horas a 37° C. En tubos de ensayo con 2.5 ml de
buffer especifico para cada enzima, 0.5 ml de substrato especifico para cada cnzima (para B~
galactosidasa es ONPG vy para fosfatasa alcalina. PNPP) se colocaron 0.3 ml de bacteria. Se
incubo todo a 377 C hasta que aparecio el color amarillo en el medio y se midié la
absorbancia a 420 nm. (E tiempa ¢s variable, segin los requerimicntos del experimento) La
relacion entre las actividades de B-galactosidasa y fosfatasa alcalina se expresa en el factor
R, que indica el grado de estimulacion del sistema SOS; de acuerdo a la siguiente formula :

Abs ol gal. x . Fa,

Abs4oFa, x 6 Bgal
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En donde : Abs a0 8 gal, = Absurbancia a 420 nm por accion de la enzima 8-
galactosidasa sobre ¢l substrato, Abs 420 Fa. = Absorbancia a 420 nin por accion de la
cnzima fosfatasa alcalina sobre ¢l substrato. . B gal. = Tiempo de aparicion del color
amarillo de la enzima B-galaciosidasa, t. Fa, = Tiempo de aparicion del color amarillo de Ia
cenzima fosfatasa alealina, )

El cociente entre el factor R de la muestra tratada y el del  testigo sin tratamicnto
representa el factor de induecién ( FI) ygrafcundo dosns contra FI se obtiené la curva de
dosis-respuesta.

Utilizando la metodologia anterior se realizo la cinética enzimitica para detenninar el
tiempo de incubacion postirradincion mas ad do para lograr ¢l miximo de induccitn de
las funciones SOS.  Se rcallmron estos nnhzando .una sola dosis de radiacion y diferentes

tiempos de mcubacmn.

Los medios uuhzados enla metodologm asf como su elaboracién se muestran en el
apéndice.
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8) RESULTADOS.

En la figura 12 se observa la respuesta de los transductantes construidos, IN237 recO e
IN164 rec/. oxyR al efecto letal de Ia radiacion gama en comparacién con la de las cepa
progenitoras y otras mis ya probadas anteriormente. De acuerdo a la teoria del blanco
(Casarett, 1968) la cual postula que cuando el nimero de golpes o eventos de radiacién
equivale al de blancos (células, ADN. ctc.) e”' =0.37 o DL (dosis letal), que en la curva es
el 37% de sobrevivencia, se observa que la cepa PQ30 es la mas resistente con una DLa7 de
350 Gy, scguida de OG100 con una DL37 de 190 Gy ¢ IN28 de 140 Gy. En las demas cepas,
incluyendo a los nuevos transductantes las DLa7 estan por debajo de los 140 Gy, siguiendo
RDK1450 120 Gy, RDKI1541 110 Gy, IN164 100 Gy e IN237 60 Gy y finalmente con la
DLs7 mas baja de sdlo Gy para IN99 (1abla No.3).

Figura 12, Comparacion entre la supervivencia a la
diacion de las cepas idas y de

otras ya anteriornente probadas.

Razén de dosis de 16.4 Gy/min.

2 de Supervivencin

100

Cepas ® PQ30 (wi)
B 0G100 (o9R).
% [N28 (oxyR, recN).
& PQ37 (uvrd).
Q RDKI450 (rec/).
A RDKI1541 (recO).
a IN164 (oxpR, rec)).
& IN237 (recO).
A IN99 (oxyR, recB).
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Tabla No.3 DL en cepas con deficiencias en diversos genes.
PQ37 (uvrA), OGI00 - (oxyR), IN28 " (oxyR, < recN). - IN99  (oxyR, recB), INI64
{rect), IN237 (oxyR, recO)y PQ30 (1)),

CEPA GENES DL 37 (Gy)
PQ30 Wi 350
PQ37 uvrd 120
0G100 oxyR 190
IN99 oxyR, recB 20
IN28 oxyR, recN 140
IN164 oxyR, rec 60
IN237 recO 50
RDK1541 recO 110
RDK1450 rect 120

Una vez obtenidos los datos de sobrevivencia se procedio a efectuar experimentos de
cinética enzimatica. Se observa que en IN164 el maximo de induccion SOS se alcanza a los
60 minutos, mientras que en la cepa IN237 este maximo se da a los 75 minutos (figura 13
a.)., el tiempo de IN164 concuerda con los testigos IN28, OG100 y PQ30, pero no con
PQ37 y con respecto a IN237, ésta no concuerda con ninguno de los testigos (figura 13).

Una vez determinado el tiempo 6ptimo de incubacion postirmadiacion, se efectuaron
irradiaciones a 2 razones de dosis: alta (10.5 Gy/min) y baja (3.6 Gy/min), la tabla No. 6
muestra los tiempos de irradiacion para las dos razones de dosis. Los resultados a razon de
dosis alta indican que cn el intervalo de 4 a 128 Gy, tanto cn la cepa IN164 como IN237
hay bajos valores dc induccion SOS en comparacion con las demas. Estos aumentan a partir
de los 250 Gy, hasta alcanzar un factor de induccion de 27.6 @ 1000 Gy en IN164 y 22.8 en
IN237 (figura 14, tabla No.4). El comportamiento es similar a razon de dosis baja (figura 15,
tabla No.5) y en ambos casos se observa que ambas cepas a prueba son poco inducibles y
que la razén de dosis no influye en la respuesta.
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a)

)

Figura 13. Factor de induccidn de SOS en funcion del tiempo de incubacion
postirradiacion a 250 Gy, a razon de dosis d2 10.5 Gy/min a) Cepas construidas
W IN237,% IN164. b) Cepas testigo ¢ PQ37,¥IN28.4 0G100, ® PQ30

Tabla No.4 Valores de inducciéon SOS a razon de dosis alta (10.5 Gy /min).

DOSIS (Gy ) F.R IN164 F1I. s0$ IN1t4 F.R IN237 F.1 s0s IN237
n X n X n X n
0 0.10 0.02 1 0 0.10 0.01 1 0
4 0.23 0.07 23 0.28 0.21 0.04 2.1 0.10
8 0.27 0.02 27 0.66 0.24 0.02 2.4 0.03
16 0.31 0.05 3.1 0.61 0.26 0.02 2.6 0.06
32 0.35 0.09 3.5 0.25 027 0.27 2.7 0.16
64 0.38 0.11 3.8 0.23 0.34 0.32 3.4 0.24
128 0.41 0.18 4.1 0.30 0.49 0.32 4.9 0.33
250 0.65 0.20 6.5 0.32 0.52 0.34 5.2 0,34
500 1.64 0.21 16.4 0.31 133 0.35 13.3 0.36
1000 2.76 0.23 27.6 0.34 228 0.36 22.8 0.37
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Figura 14. Induccién de las funciones SOS a razénde dosis alta (10.5 dy/min).
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Tabla No. S Valores de induccién de SOS a razén de dosis (3.6 Gy/min),

DUSIS( Gy ) F.R. INt64 F. L s0s INle4 F. R. IN237 F.I sos IN237
X n X n X n X n

0 0.24 0.05 I 0 0.25 0.03 1 0
2 0.33 0.14 1.4 0.26 0.27 0.04 i1 0.06
4 0.40 0.12 1.7 0.15 037 0.06 1.5 0.15
8 0.48 0.17 2.0 0.23 0.39 0.05 1.6 0.23
16 0.51 0.18 2.1 0.26 0.61 0.11 2.0 0.20
32 0.68 0.02 2.2 0.1 0.77 0.01 2.1 0.05
64 0.83 0.0l 2.5 0.05 0.83 0.01 23 0.04
128 0.88 0 26 0.00 0.85 0.005 2.4 0
250 0.92 0.01 2.8 0 0.89 0.005 2.6 0.11
500 1.73 0.007 7.2 0.3 1.67 0.607 6.7 0.3
1000 1.93 0.007 8.1 0.4 1.84 0.007 74 0.2
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Figura 15. Induccion de fas funciones SOS a razén de dosis baja (3.6 Gy/min).

Cepas construidas & IN164, ©IN237. Cepas testigow- IN28, @ OG100, @ PQ37, ¢PQ30.
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Tabla No. 6 Tiempos de irradiacién a razones de dosis alta y baja,

Fuentes de Coso ( Gamma-cell) v ( Vick-rad )

DOSIS (Gy) VICK-RAD DOSIS BAJA | GAMMA-CELL DOSIS
ALTA
2 0:00:35 0:00: 14
4 0:01:10 0:00:28
8 0:02:20 0:00:56
16 0:04:40 0:01:52
32 0:09:20 0:03:04
34 0:18:40 0:06:08
128 0:37:20 0:12:16
250 1:14:40 0:24:15
500 2:29:20 0:48:30
1000 4:58:40 1:37:00




En la metodologia original (Quillardet y Hofilung, 1985) se establece que el potencial de
induccion SOS (Plsos) es la pendiente de la curva en un intervalo de dosis determinado e
indica el grado de genotoxicidad de un agente. En el caso de este trabajo, el Plsos indica la
radiosensibilidad de la cepa en funcit‘m de las distintas deficiencias de reparacion,- Los -

de induccién a 8 Gy indican que la cepa maés inducible es la IN28 y en orden
crccnente 0G100, PQ37, IN99, IN164 IN237, hasta PQ30 ( tabla No.7).

Tabla No. 7 Comparacién entre ¢l potencial de induccion SOS (Plsos) y la dosis
minima de doblaje (DMD) a dos dosis y dos razones de dosis en diferentes cepas.
RDA ( Razdn de dosis alta) RDB ( Razén de dosis baja)

CEPA DMD__ SO5 | DMD 508
Pls::: An Gy Plsgi Au Gy I‘lso;n na Gy l’lso:ns: Gy RbA ROB
PQ30 0.18 0.078 0.18 0.090 16 9
PQ37 0.31 0.16 0.48 0.125 5 7
0Glo0 0.50 0.20 0.30 0.18 5 6
IN28 1.87 0.64 0.62 0.25 1 1
IN164 0.25 0.039 0.33 0.059 4 8
IN237 0.20 0.035 0.30 0.053 4 9
IN99 0.25 0.10 | oo | aen 9
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9) DISCUSION

LETALIDAD : Al comparar la supervivencia a 1a radiacion entre las cepas construidas y
otras ya probadas, en funcion de las deficiencias en los si de reparacion o proteccion
defectuosos,” se observa que la sensibilidad expresada en DL37 es : PQ30 (wf) > OG100
(oxyR) > IN28 (o R recN) > PQ37 (uvrd) > IN164 (oxyR rect) > IN237 (recO) > IN99
(oxyR,recB),

De acuerdo a estos datos se nota que los genes wvr4 y oxyR no participan en forma
importante en la reparacion de las rupturas dobles, principales responsables de la muerte
celular. Esto confirma lo ya reportado para uvrd, que es un gen que repara los daiios por luz
UV y otros agentes quimicos pero no las supturas dobles producidas por radiacién ioni
(Sargentini y Smith, 1986). Sin embargo, PQ37 no es tan resistente como PQ30 por lo cual
el gen uvrA debe tener participacion en la reparacion de otro tipo de dafios en las bases o en
los nucledtidos (Hurts y Nasim, 1984).

En seguida se observa que con excepeion de rech cuyos efectos ya se discutieron en otro
trabajo (Serment, 1992) los demas genes rec tiencn una importancia creciente, De acuerdo a
diversos autores (Thoms, 1988; Lloyd, 1988; 1991; Clark, 1991; Lovett y Kolodner, 1991;
Haggert y Lovett, 1993; Asai, 1994, Luisi-Deluca y Kolodner, 1994 y Sawitzke, 1994) la
reparacion de las rupturas dobles requicre de la participacion de recd, recB, recN y los mas
importantes son recA y recB, lo que s¢ confirma para este Gjtimo en la figura 12, Sin
embargo el echo de que las cepas recO y rec/ scan mis sensibles indica una posible
participacion.

El gen ox3R, que regula la transcripeion de proteinas relacionadas con la eliminacion de
radicales oxidantes conto ¢! Ofl. y otros, tiene un papel importante en la respuesta celular al
efecto indirecto de la radiacion (Lafleur y Retel, 1993). Sin embargo como hay cierta
transcripcion basal de todos estos genes. la deficiencia de oxyR no llega a ser de gran
relevancia en la supervivencia al daio por radiacion ionizante (figura 12).

La cinética de induccion de SOS alcanza el maximo a los 60 minutos en IN164 (rec/) y a
los 75 minutos en IN237 {recO). La primera concucrda con lo obtenido por Serment (1992)
en donde este es similar al de PQ30 (s}, QG100 (oyR) ¢ IN28 (recN). PQ37 y IN237 son
mas lentas, 1o que indica que mrd v recO posiblemente participen, al menos parcialmente,
en el proceso de induccion SOS que de acuerdo a Walker (1987) se inicia a partir de la
presencia en el ADN de regiones de una sola banda.

Se utilizaron 2 razones de dosis para determinar hasta qué punto los genes
defectuosos influyen en la reparacion de las lesiones o en la sefial de inducion SOS. En
trabajos anteriores se observé que a razones de dosis bajas, una vez activado SOS, habia un
intervalo en el que aunque la dosis aumentara, el nivel SOS se mantenia estable, indicando
que no habia incremento del dafio. Se penso entonces que esto podia deberse a un
mecanismo que reparaba {as lesiones a medida que se producian y cuyo efecto se
manifestaba a tiempos largos de irradiacion.
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Tanto a la razon de dosis baja como a la alta, se nota que en el intervalo que va de 0
a 10 Gy, PQ30 (wr) y las dos cepas construidas presentan poca induccion, que apenas rebasa
el minimo significativo de 2. Esta tendencia continha en aquéllas, pero no en PQ30, hasta los
250 Gy en donde nuevamente aumenta. Aun cuando hay civito grado de activacion SOS ya
desde los 8 Gy, el hecho de que ésta no aumente con la dosis, podria atribuirse a las
deficiencias de rec/ y de recO. Recl posce actividad de ¢ 1 5'--->3' especifi e
sobre moléculas lineares de ADN, dando lugar a fragmentos largos de una sola banda
(Sargentini y Smith, 1986). Otros autores (Wang, 1988; Tseng, 1994) le atribuyen una
funcién complementaria con RecBCD, contribuyendo al desplazamiento y degradacion de
una de las bandas de ADN proporcionando asi ¢l substrato adecuado para RecA. En cambio
rec@ es un promotor eficiente de la recombinacion (Lloyd et al, 1987), ademds de fomentar
la renaturalizacion complementaria de ADN y contrarrestar la afinidad de la proteina SSB
(single-strand binding) por el ADN de una banda (Umezu et al, 1993). De acuerdo a lo
anterior es posible que ambos participen en Ia integracion de la seiial de iniciacion de la
respucsta SOS ya que las rupturas dobles no son inductores directos de ésta. Para explicar
esta hipotesis se propone el siguicnte modelo téntativo. (Figura 16.)

Al haber en el ADN daiios que se traducen en la aparicion de regiones de una banda,
se produce una sefial que provoca un cambio en la proteina RecA agregando a sus funciones
normales de recombinasa, fas de proteasa, que destruye asi al represor LexA, para iniciar la
transcripcion de los genes SOS. No obstante las rupturas dobles deben ser previamente
procesadas para provocar el cambio en rec. Este procesamiento se efectia por la accidn
exonucleolitiva de recB junto con rec/ que producinia regiones de una banda. /n vitro se ha
demostrado que RecA se activa ante ADN de una banda, que es al parecer la seital de
induccion (Craig y Roberts, 1981 Walker, 1984). La proteina SSB tiene gran afinidad por
ADN tanto de doble como de banda sencilla (Luisi-Del.uca y Kolodner, 1994; Sandler,
1994 Sandler y Clark. 1994) lo que en cierta forma impide que RecA se adhicra al ADN
para activarse y poder asi iniciar las funciones SOS (Peterson y Mount, 1993). Se supone
entonces que RecO junto con RecA dezplazaria a SSB. para que aquélla se una al ADN de
una banda, y se active como proteasa. Al no estar presente el gen recO, no podra colaborar
en el desplazamiento de la proteina SSB. y por consiguiente los niveles de SOS seran mas
bajos con respecto a los de las dentds cepas. En lo gue respecta a la induccion SOS inicial,
que sc observa a dosis relativamente bajas, probablemente se debe a rupturas sencillas del
ADN ocasionadas por la produccion de la radidlisis del agua.

Asi el modelo propuesto en este trabajo para la induccion de SOS. concordaria con la
hipotesis propuesta por Umezn (1993); Sandler, Umeau v Kolodner (1994), Hegde ef a/
(1995) y Whitby y Lloyd (1995) para recombinacion, donde se propone que Recl y
RecBCD proporcionan el substrato para RecA vy que RecO junto con RecR y RecF
participen en el desplazamicnto de SSB.  Las deficiencias en cualquiera de estos dos genes
se manifestarian en una baja induccion de las funciones SOS (figura 14 y 15) y posiblemente
menores niveles de recombinacion.
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Figura 16, Modelo basado en Ia propi a de Umezu y Kolod: (1994) para recombinacién y
reparaciin por recombinacion. 1) Dafio enel ADN por radiacion gamma, 2) ruptura de doble banda
en el ADN HyH RccBCD ¥ RecJ se adhieren a una de las rupturas, 5) ambos se desplazan, 6) ene!
van d i 7) al llegar al sitio Ji se inactiva, 8) la proteina SSB se

adhlere al ADN deuna baudn ‘)) y 10) RecO y RecR se incorporanal ADN de unabanda 11)se

a SSB, d itiendo laentrada de RecA, 12) se forma un complejo RecA,
Reco RecR, SSB, [3) el complejo RecA, RecO, RecR, desplaza totalmente a SSB y 14) se produce la
seflal pama recombinacion o SOS. (7 ) falta comp exJ

10)

11)

12)

13)

14)
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. 10) CONCLUSIONES. -

I.- Se construyeron mutantcs de E coli con defectos en los genes de recombinacion -
y reparacion recO.y rec),'y de proleccmu comm los dm’ios por oudacnon (o\yR) cuya
seasibilidad a la radmcnon mmz:mte es mayor que la de la cepa silvestre.

2.-La deﬁclencla en'el gen a\yR parcce tener poca participacion en la supewnvencla i
a la radiacion gamma, :

3.- Los bajos niveles de induc
deficiencia en los genes recO y rec),’:

4~ Se propone un modelo que plantea 1 particip junta de los genes rec/,

recO y otros genes (recd, ‘recB) en el mecamsmo de’ induccidn SOS por dosis altas de
radiacion ionizante. .

5.- La induccioén SOS a dosis bajas s resultado de rupturas sencillas en ¢l ADN que
no requicren de la participacion de recO y rec para que ocurra dicha induccién,
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APENDICE

REACTIVOS :

- Mitomicina C.

- ONPG (O-mtrofcml galaclopiranosn)

ONPG

‘NazHPOs (0L M)

- NaH2P04 (0.1'M)

-~ PNPP @fnit}ofcnii fosf"atto)‘ B

PNPP SRS
AmomguadorP

MEDIOS SOLIDOS :

- Luria **

Peptona biotriptasa
Extracto de levadura
NaCi

Agar bacteriologico
Agua bidestilada

- R-top-Agar**

Peptona biotriptasa
Extracto de levadura
NaCl

Agar bacteriologico
Agua bidestilada

Después de esterilizar fue enriquecido con 2ml de CaCl 1My 3ml de glucosa al 20%.

4 mg/ml.

400 mg, -
Jo 61 ml

39 mi.

4 mg/ml.

400'mg.

100 ml,

10.0g.

508
10.0 g

120,
1000 ml.

100
1.0g.

8.0g e

8.0g.
1000 ml, -
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MEDIOS LIQUIDOS :

- Luria**

-MC

Peptona biotriptasa
Extracto de levadura
NaCl )

Agua bidestilada

MgSO0s 1M
CaCl: IM

-Agua bidestilada

- SM**

NaCl =
Gelatina - .. ...
Agua bidestilada ;. -

ESTA TESIS N9 oEBf

10.0 g.

5.0e.

10,0 g.
1000 ml.

f ml
0.05 ml.
9ml -

3.875.g.7
05g.

480 ml. =

BIBLid LU

Después de esterilizar fite enriquecido con Smi de t'_ri‘sler'l pH 74 y>2 ml de MgSOa.

- MgSO IM** -

- CaClz IM** -

MgSO4.7H20
Agua bidestilada =

~cach

Agua bidestilada

- Tris IM**

Trihidroximetilamino

metano pH 7.4/
Agua bidestilada

61,62g.°
250 ml.

1.0g

1000 mi.

o iZIg.V
1000 mi.

** Se esteriliza en autoclave durante 20 minutos a 120 C con 20 libras de presion.
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- Amm"o dor 3 (para f il I} id ).
NazHPOs
- NaHzPOs
GKCEHL T
MgS04.7HIO -
SDS o
-B-mercaptoetanol -/ ' 2.7 ml,
Se ajustaa pH 7y s¢ ‘a‘fqr'a_ atliro,
- Amortiguador P (para foéfatgé@ alcalina).
Tris (ﬁidfofdmeiilmﬁno :
"~ SDS

Se ajustn a pH88y seaforaa 1 litré.

metano) (CsHUNO:): 121 g -
[ Coiolge

16.1 8.
558

0.75g.

0.25 3.

tg.
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